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昆明地区引种荷花遗传多样性分析

赵琳,林森,赵琬玥,胡慧贞,陈龙清

西南林业大学园林园艺学院/国家林业和草原局西南风景园林工程技术研究中心/

云南省功能性花卉资源及产业化技术工程研究中心,昆明６５０２２４

摘要　采用InDel、ESTＧSSR和SSR组合分子标记技术研究９４份引种至昆明地区的荷花种质的遗传多样

性,结果显示:筛选出的６０对引物共扩增出２０４条条带,检测到等位基因２３３个.３种标记平均 Shannon 指

数≥０．８５,基因多样性指数≥０．５２,多样性检出率较高.通过 Mantel检测表明组合标记与各个独立标记的相关

性r值均高于０．７８９４.采用组合标记进行聚类分析和群体结构分析均将９４份种质资源划分为５个类群,与传统

分类及种源地分类存在一定关联.美洲莲与亚洲莲的遗传多样性存在明显差异,遗传组分分析结果表明不同品

种的中美杂交莲也存在差异,分布于美洲莲或亚洲莲中.综上,引种至昆明地区的９４份荷花资源遗传多样性丰

富,组合标记在荷花种质资源的多样性检出率较高,可为后续优良品种选育提供种质资源和技术支撑.
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　 　 荷 花 (Nelumbonucifera Gaertn．)为 莲 科

(Nelumbonaceae)莲属(Nelumbo)的多年水生草本

植物,是中国十大传统名花中唯一的水生花卉,也是

重要的切花植物[１],能有效吸收水体中的氮和磷,净
化水质[２].荷花已有２５００多年的栽培历史,正式

文献记载的名称全球已达２０８０个[３],根据用途划

分为花莲、籽莲及藕莲,是集观赏、食用和药用价值

于一身的重要的经济植物.
物种适生性及遗传多样性研究有助于探究物种

对环境变化的响应,采取人为手段帮助物种适应环

境变化,对于保护和利用遗传资源以及改良植物性

状具有重要意义[４].荷花为异花授粉植物,高度杂

合,遗传变异多样,可供选择的亲本数量庞大,通过

分子标记技术手段能高效且精确地反映个体分子水

平上的遗传差异优势,目前常用的分子标记有InＧ
Del、SSR、SRAP、Scot等.其中InDel和SSR作为

共显性标记广泛分布于基因组中,数量众多、突变率

高、杂合程度高、多态性含量较高,在植物遗传多样

性分析中应用广泛.Indel标记是不同个体基因组

同一位点序列核苷酸片段的插入和缺失,其检出效

率较高[５].SSR标记为简单重复序列,按其来源可

分为基因组SSR 和 ESTＧSSR,广布于整个基因组

中,在荷花的进化及多样性分析中得到广泛应用[６].
此外,SSR标记及SNP标记在鉴别品种中具有较高

的灵敏度,被国际植物品种权保护联盟(InternaＧ
tionalUnionfortheProtectionofNewVarietiesof
Plants,UPOV)确定为构建植物品种 DNA 数据库

的首选标记[７].

２０１３年中国古代莲全基因组测序完成[８];２０１８
年 “ChineseTaiＧZi”染色体水平上的基因组组装完

成[９];这２个基因组测序的完成为荷花功能组学研

究和新基因的挖掘提供了丰富的遗传信息,为解析

不同生物学性状提供了基础.Hu等[１０]对５８个荷

花种质资源进行遗传多样性分析,藕莲和籽莲分别

聚为不同类群,花莲在２个类群中均有分布.Yang
等[１１]利用３６对SSR标记对来自不同地区的１１个

居群的８３份荷花资源进行遗传多样性和群体结构

分析,发现泰国莲与中国莲居群之间的亲缘关系比
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美洲黄莲近.Yang等[１２]结合分子标记对２１０份荷

花种质资源进行连续２a的表型观测,对荷花重要

观赏性状遗传定位进行了研究.AN 等[１３]对１８个

省的９４份藕莲进行了遗传多样性分析,发现西南地

区和华东地区的藕莲品种具有更高的遗传多样性.

Zheng等[１４]通过ESTＧSSR标记构建包括荷花在内

的３类水生植物指纹图谱,为快速鉴定后代种子是

否纯合提供了便利.
云南地区高原湖泊众多,地理和气候环境多样,

植物多样性丰富.普者黑、鹤庆等地素有栽培荷花

的传统,近期有研究指出,云南热带地区可能是野生

荷花及重瓣型荷花的原产地[１５].云南乡土荷花品

种 ‘普者黑红荷’‘普者黑白荷’‘小洒锦’‘宜良千

瓣’等皆具有较高的食用价值及观赏价值[１６],但目

前云南地区栽种的荷花多为外地引进品种,品种混

杂,缺乏系统研究.为明确昆明地区引种栽培的荷

花种质资源的遗传背景,更好地发挥该地区的生态

环境优势,本研究利用InDel、ESTＧSSR 和 SSR 标

记对９４份在昆明地区收集的引种荷花种质进行遗

传多样性分析,充分了解引种栽培荷花遗传多样性、
明确遗传背景,以期为云南地区推广荷花栽培提供

参考依据并为荷花育种提供优良亲本.

1　材料与方法

1.1　试验材料

９４份荷花种质原产于重庆大足、广西贵港、湖
北武汉及四川遂宁等地,其中５２份引种后种植于西

南林业大学荷花种质资源圃,其余试验样品在云南

昆明、曲靖、西双版纳地区采集所得,其中有３０份为

实生选育品种.品种信息详见表１.
1.2　材料种植及管理

２０１８年４月上旬,选取顶芽保存完好、藕身具

膨大 的 藕 节 ２ 节 及 以 上 的 种 藕,种 植 于 口 径

６５cm×高７０cm 的黑色塑料缸.每缸种植２支,
每一品种种植５缸,采用“藏头露尾”的方式栽植,根
据植株生长状况适时进行科学管理.
1.3　DNA 提取及标记扩增

选取无病虫害刚出水面的卷叶,采用天根多糖

多酚专用植物基因组DNA提取试剂盒(DP３０５Ｇ０２)
提取DNA;经琼脂糖凝胶电泳检测质量,Nanodrop

２０００测各样本质量浓度并记录,将各样本稀释至５０
ng/μL,于 －２０℃保存备用.

５０对 InDel引 物 为 课 题 组 自 主 开 发,５０ 对

ESTＧSSR 和 ５０ 对 SSR 引物来源于已发表的文

献[６,１１,１７Ｇ１８],均由上海生工生物股份有限公司合成.
随机选择５份供试材料 DNA 进行扩增,每个标记

筛选出各２０对多态性好、条带清晰的引物用于９４
份种质荷花的遗传多样性研究.采用６％ 的聚丙烯

酰胺凝胶对 PCR 扩增产物进行电泳、银染、显影、
人工读带.
1.4　数据处理

利用Excel对分子标记扩增条带进行统计整

理.利用POPGEN３２及 PIC_CALC进行遗传多

样性指标分析,利用Excel２００７及NTSYSＧpc２．１０e
进行 遗 传 相 似 系 数 分 析 及 Mantel检 测.使 用

MEGAＧX采用 UPGMA法进行聚类,iTOL在线工

具进行美化.利用Structure２．３．４进行群体结构分

析,使用 StructureHarvest在线工具计算最佳 K
值,确定群体数量.

2　结果与分析

2.1　InDel、ESTＧSSR、SSR 遗传多样性分析

分别选取InDel、SSR、ESTＧSSR 各５０对引物

进行扩增,筛选出InDel、SSR和ESTＧSSR各２０对

能扩增出丰富、稳定、清晰条带的标记对引种的９４
份荷花种质进行分析,发现筛选出的标记能较好地

揭示９４份荷花材料多样性及遗传差异(表２).３种

分子标记共扩增２０４条条带,总共检测到２３３个等

位基因.每种标记都表现出较高多样性水平,平均

Shannon指数≥０．８５,基因多样性指数≥０．５２,多态

性信息含量≥０．４４,其中SSR 标记在９４份荷花种

质中表现出更高的多态性水平.
2.2　InDel、ESTＧSSR 和 SSR 标记相关性检测

对３种标记进行 Mantel检测,相关性分析结果

(表３)显示,InDel、ESTＧSSR和SSR三者间相关性

除ESTＧSSR和SSR≥０．５２９０,其他均小于０．５,说
明３种标记间的相关性较差,但３种标记组合与

InDel、ESTＧSSR和SSR遗传相似系数矩阵相关性

系数均大于０．７８９４,呈高度正相关,表明可以采用３
种标记组合进行遗传多样性分析.

７１１
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表２　InDel、ESTＧSSR、SSR引物多态性分析

Table２　ThepolymorphismanalysisofInDel,ESTＧSSRandSSR

标记类型

Markerstype
多态性条带数

Totalpolymorphicalbands
Na Ne I H′ PIC

InDel ５５ ３．３０ ２．２５ ０．８５ ０．５２ ０．４４
ESTＧSSR ７０ ３．９５ ２．４１ ０．９８ ０．５７ ０．４９

SSR ７９ ４．４０ ２．６７ １．０６ ０．５９ ０．５２
　注 Note:Na:观测等位基因数 Numberofallelesobserved;Ne:有效等位基因数 Effectiveallelenumber;I:Shannon信息指数 ShanＧ

nonsinformationindex;H′:基因多样性指数 Geneticdiversityindex;PIC:多态性信息含量 Polymorphisminformationcontent．

表３　InDel、ESTＧSSR、SSR标记遗传相似系数相关系数

Table３　CorrelationcoefficientsofInDel,ESTＧSSR,

SSRgeneticsimilaritycoefficients

标记类型

Markerstype
InDel

ESTＧ
SSR

SSR
InDel、ESTＧSSR、

SSR
InDel １
ESTＧSSR ０．４０３２ １
SSR ０．４１３４ ０．５２９０ １
InDel、ESTＧSSR、
SSR

０．７８９４ ０．７９３０ ０．７９６０ １

2.3　基于 InDel、ESTＧSSR 和 SSR 的聚类分析

聚类分 析 将 ９４ 份 种 质 资 源 划 分 为 ５ 大 类

(图１).结合种源地信息、形态特征和聚类结果综合

分析,结果表明:可以将类群 Ⅰ 细分为６个亚群.
类群 ⅠＧⅠ 有３３份材料,种源地为重庆及武汉的材

料居多,除‘金凤凰’‘如意观音’为中美杂交莲,３１
份为中国莲,４份为实生苗选育品种,均为单瓣品

种,其余２９份荷花材料为重瓣荷花;除‘金凤凰’为
黄色,‘水中月’为白色以及‘大洒锦’为洒锦色系以

外,其余均为紫堇色或淡紫堇色系.类群 ⅠＧⅡ 有

８份材料,仅‘玉鹂’为中美杂交莲,其余均为湖北武

汉地区的中国莲,除‘艳阳天’外均表现为中小株型

重瓣荷花,类群 ⅠＧⅢ 有７份材料,仅‘锦红袍’为中

美杂交莲,其余均为中国莲品种,２个为秋荷品种,３

带▲为实生苗栽培品种 Thecultivarswith▲areindicatedseedingculticars．

图１　９４份荷花种质资源聚类分析

Fig．１　Clusteranalysisof９４lotus

１２１
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个品种为太空育种品种,‘千瓣莲’被划分在此类群

内,花色多为紫堇色.类群 ⅠＧⅣ 有１７份材料,均
为中国莲品种,无明显的种源地划分;花色均为紫堇

色或淡紫堇色系,大株型品种较多,３份秋荷品种聚

类到一起,单瓣大株型籽莲均在此类群内,遗传距离

较近.ⅠＧⅤ 仅‘新披针红’一份材料,引自江苏南

京,为中小型重瓣荷花.ⅠＧⅥ 类群有１９份材料,
有４份为美洲莲品种,以湖北武汉地区引种品种较

多,多为当年莲子播种的中小株型荷花.
类群 Ⅱ,‘SN’独聚为一支,该品种来自日本,

与其他荷花品种地理距离较远.
类群 Ⅲ,‘粉红凌霄’独聚为一支,为热带莲

品种.
类群 Ⅳ 有６个材料,除‘红桃子’无法确认其种

源外,其中５个均为中美杂交莲,花色除‘媚态观音’
及‘红桃子’为复色品种外,其余以黄色和白色为主.

类群Ⅴ,‘美洲黄莲’独聚为一支.
2.4　群体结构分析

为了明确不同种质间的群体结构关系及遗传背

景差异,对９４份材料的群体遗传结构进行分析,从
图２可以看出,９４份荷花材料在K＝５时,ΔK 出现

峰值,说明在此群体中有５种主要的基因组结构

成分.

图２　ΔK 随K 变化的折线图

Fig．２　ΔKvalueschangingwithKvalue
群体结构分析的分组结果(图３)显示,根据颜

色的不同可将９４份荷花的主要遗传组分划分为５
种;根据遗传组分的相似性可以将９４份种质聚类成

５个亚群,各亚群所包含的种质材料与聚类分析的

结果有相似之处.
遗传组分的分组结果显示群体 R 与聚类分析

中的 ⅠＧⅣ 种质资源较一致,除‘媚态观音’外,其余

均为中国莲,种系不明的‘红桃子’可能为中美杂交

莲;大部分为子莲及实生苗选育品种.群体 G中与

聚类分析中的类群 ⅠＧⅠ 中的大部分种质一致,大
都为中国莲品种,其中仅１份为黄色系中美杂交莲

图中数字为种质材料编号.Theaccessionnumbersareindicatedinthefigure．

图３　群体结构Q图

Fig．３　QＧplotofthepopulationstructure

‘金凤凰’,但其遗传组分与美洲黄莲相似度较低.
群体B中除‘水中月’为白色外,均为堇紫色品种.
‘锦红袍’‘陶然一笑’‘如意观音’与美洲莲遗传组分

的相似度很低,所以聚类结果中类群 ⅠＧⅠ 及类群

ⅠＧⅢ 均为中国莲遗传组分占比高的种质资源.群

体 Y主要分布在类群 Ⅳ、Ⅴ 中,均为美洲莲及中美

杂交莲.群体P与类群 ⅠＧⅤ 中的种质较一致,以
武汉地区中国莲为主,大部分为中小型荷花品种实

生苗;其中‘玉鹂’与美洲莲相似的组分很低,所以与

中国莲聚类在同一个组中;来自日本的‘SN’也在此

群体内,同一品种的不同实生苗遗传组分也有所差

异,且其遗传组分组成较复杂.

3　讨　论

3.1　组合分子标记对遗传多样性的检出率高

本研究中的９４份荷花种质来源广泛,遗传背景

复杂,观赏性状及农艺性状丰富.不同的分子标记

其来源不同,所揭示的基因位点的遗传信息有所差
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异,可以为遗传多样性研究及种质资源分类提供更

丰富的遗传信息,本研究通过 Mantel检测发现组合

标记与单个分子标记的r值均大于０．７５,采用组合

分子标记发现供试群体具有丰富的遗传多样性.

Hu等[１０]利用 AFLP和SSR标记进行遗传多样性

分析,发现 AFLP、SSR联合分析的遗传相似系数分

别与 AFLP和SSR标记高度匹配,使用联合标记可

以更好地进行聚类.Yang等[１９]使用 SSR、SRAP
对４３份荷花材料进行基因分型,SSRＧSRAP联合分

析分别与SSR、SRAP高度相关.本研究的群体结

构分析显示,同一品种的实生苗在遗传组分上存在

一定差异,说明联合标记检出率更高,在一定程度上

能揭示较多的遗传信息.
3.2　形态和分子标记相结合更利于对引种荷花的

评价

　　结合３种分子标记的结果进行聚类分析,发现

荷花种质在分子水平上与形态水平上对资源的分类

并不完全一致,但具有一定的关联性,袁王俊等[２０]

在菊花的遗传多样性分析中也发现,传统的分类方

法不能完全反映菊花的亲缘关系,说明分子水平上

揭示的遗传信息差异不一定能在形态上表现出来;
在关联分析的研究中发现,分子标记位点间的相互

连锁会导致同一个分子标记位点同时影响多个相互

关联的表型性状[２１].传统的形态学特征与荷花的

经济价值直接相关,将形态学标记与分子标记结合

分析对育种实践具有重要的指导意义.聚类的群体

与种质资源的种源地没有明显的关联,这与尹静静

等[２２]和李青竹等[２３]对种藕的研究结果类似.YeＧ
shitila等[２４]利用９对SSR标记对来自不同自然地

理分布的１５个群体共计２１６个热带莲样本进行遗

传多样性分析,发现遗传距离与地理距离存在正相

关关系,但是Islam 等[２５]利用１２对SSR引物对３２６
个美洲莲的遗传多样性分析,发现遗传距离与地理

距离无显著相关性.在本研究中,‘SN’‘粉红凌霄’
‘美洲黄莲’等种源地与中国莲种质资源明显分隔的

品种,无论是在聚类还是群体结构分析中与中国莲

品种均有差异,而群体内来自中国各地区的种质资

源无明显划分,可能是由于引种的品种多为近期人

工杂交选育,各地种质资源交流频繁导致基因交流

频繁,基因组分较为复杂.籽莲品种均聚类在同一

个群体或类群内,大部分的研究表明藕莲、籽莲在分

子水平上有较大的差异,它们复杂的遗传关系可能

是由于长期人工选择和无性繁殖逐渐形成的遗传差

异[１９,２６].本研究中花莲观赏性状丰富,且部分品种

与籽莲遗传分化明显,可选择优良品种与结实较多

的籽莲进行杂交,选育新品种.
在聚类及群体结构分析中发现,部分有记载种

系来源的荷花品种与聚类结果有差异,可能是由于

标记数量较少导致,同时聚类及遗传结构分析也能

帮助重新注释品种的背景,为后续的研究提供科学

的指导.
聚类结果以及群体结构分析皆显示,美洲莲被

独聚为一支,与亚洲莲遗传距离较远,与前人研究结

果一致[１５].中美杂交莲在聚类的过程中没有完全

聚在一起,这可能是由于不同品种的中美杂交莲遗

传组分构成不同,通过群体结构分析也可看出,部分

中美杂交莲遗传组分与美洲莲相似度极低,与中国

莲相似度更高.秋荷品种也并未完全聚类到一起,
除秋玉外,其余品种遗传组分类似,与种源地为泰国

的‘粉红凌霄’遗传组分部分相似.
综上,InDel、ESTＧSSR和SSR３种分子标记组

合对荷花多样性研究有较高的检出率,９４份荷花品

种遗传多样性高,亚洲莲及美洲莲有明显遗传分化,
不同品种的中美杂交莲或秋荷在遗传组分存在差

异,研究结果可为后续的优良品种选育及选配适合

的杂交组合提供种质资源及技术支撑.
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GeneticdiversityoflotusintroducedinKunming

ZHAOLin,LINSen,ZHAO Wanyue,HU Huizhen,CHENLongqing

SouthwestLandscapeArchitectureEngineeringTechnologyResearchCenterof
NationalForestryandGrasslandAdministration/YunnanFunctionalFlower
ResourcesandIndustrializationTechnologyEngineeringResearchCenter/

CollegeofLandscapeArchitectureandHorticultureSciences,SouthwestForestryUniversity,

Kunming６５０２２４,China

Abstract　ThecombinedmolecularmarkersincludingInDel,ESTＧSSRandSSRwereusedtoanaＧ
lysethegeneticdiversityof９４lotusgermplasmsintroducedinKunmingregion．Theresultsshowedthat
atotalof２０４bandswereamplifiedbythe６０pairsofprimersscreened,and２３３allelesweredetected．
TheaverageShannon’sindexofthethreemarkerswasmorethan０．８,theindexofgenediversitywasaＧ
bove０．５２,indicatingthatthedetectionrateofdiversityishigh．TheresultofManteltestshowedthatthe
correlationrvaluesbetweenthecombinedmarkersandeachindependentmarkerwereallhigherthan
０．７８９４．NinetyＧfourgermplasmsweredividedinto５groupswithclusteranalysisandpopulationstrucＧ
tureanalysisofcombinedmarkers,whichwasrelatedtotraditionalclassificationandprovenanceclassifiＧ
cation．TherewereobviousdifferencesingeneticdiversitybetweenAmericanlotusandAsianlotus．AcＧ
cordingtogeneticcomposition,SinoＧAmericanhybridlotusisdistributedinAmericanlotusorAsianloＧ
tus．Insummary,the９４lotusresourcesintroducedtoKunmingarerichingeneticdiversity,andthecomＧ
binedmolecularmarkershaveahighdetectionrateofdiversityinlotusgermplasmresources．ItwillproＧ
videgermplasmresourcesandtechnicalsupportforfurtherselectingandbreedingelitelotusvarieties．

Keywords　lotus;geneticdiversity;molecularmarker;germplasmresource;Kunming
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